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Immunohistokemialliset värjäysmenetelmät ovat kehittyneet huomattavasti viime vuosien aikana 
ja tulleet tärkeiksi tutkimustyökaluiksi erityisesti biologiaan liittyvillä aloilla. Useat asiat 
vaikuttavat värjäysten laatuun tehden siitä ajoittain haastavaa.  
Opinnäytetyön tarkoituksena oli pystyttää kaksi erillistä immunohistokemiallista 
värjäysmenetelmää liittyen kahteen eri tutkimukseen ja keskittyä erityisesti värjäysten tuomiin 
haasteisiin. Ensimmäisessä tutkimuksessa pyrittiin havaitsemaan α2A-adrenoseptorisiirtogeenin 
ilmeneminen hiiren kudoksessa hemagglutiniiniepitoopin (HA) avulla. Immunohistokemialliset 
värjäykset suoritettiin, koska haluttiin varmuus siitä, että siirtogeeni ilmenee hiiressä myös 
proteiinitasolla. Sekä fluoresenssivärjäystä että epäsuoraa avidiini-biotiini-
kompleksimenetelmää (ABC) kokeiltiin värjäyksen pystytyksessä. Värjäysprotokolla pyrittiin 
optimoimaan lisämunuaisleikkeillä, mutta kuorikerroksella ilmenevän autofluoresenssin johdosta 
fluoresenssivärjäyksestä luovuttiin. Primaarivasta-aineena käytettiin polyklonaalista kanissa 
tuotettuja HA-vasta-ainetta. Tulokset pysyivät negatiivisina huolimatta useista vasta-aineiden 
pitoisuuksien ja inkubaatioaikojen muutoksista sekä esikäsittelystä liittyen antigeenien 
paljastukseen. Myös värjäykset toisen eri valmistajan HA-vasta-aineen kanssa tuottivat 
samankaltaisia tuloksia. Lopulta molempien HA-vasta-aineiden soveltuvuus värjäyksiin testattiin 
toimivaksi todetulla immunosytokemiallisella fluoresenssivärjäyksellä. Positiivisena kontrollina 
käytettiin monoklonaalista hiiressä tuotettua vasta-ainetta. Samaa protokollaa noudattaen 
suoritettiin värjäykset molemmilla HA-vasta-aineilla useita laimennuksia käyttäen. Kummankaan 
vasta-aineen kohdalla ei selvästi havaittavaa värjäytymää syntynyt. Tulosten perusteella vasta-
aineet eivät todennäköisesti soveltuneet kyseisiin värjäyksiin. Toinen tutkimus liittyi 
melanokortiini-4 reseptorin havainnointiin hiiren sydänkudoksessa. Primaarivasta-aineena 
käytettiin kanissa tuotettua polyklonaalista vasta-ainetta. ABC-menetelmällä tehtiin useita 
värjäyksiä muuttaen vasta-aineiden laimennussuhteita ja inkubaatioaikoja. Myös antigeenien 
paljastusta kokeiltiin. Kaikki tulokset olivat kuitenkin negatiivisia.  
Molemmat tutkimukset ovat yhä käynnissä Turun yliopistossa.  
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SETTING UP IMMUNOHISTOCHEMICAL 
STAINING METHODS FOR MOUSE TISSUES 
Immunohistochemical staining methods have advanced considerably over the recent years and 
become a powerful investigative tool for scientists of all aspects of biology. Several factors 
affect the staining quality making the procedure demanding. 
The purpose of this thesis was to set up an immunohistochemical staining method for two 
separate studies and especially to focus on the challenges related to the staining protocol. The 
first study was based on the detection of α2A-adrenoceptor transgene expression by using a 
hemagglutinin (HA) epitope tag. To ensure successful generation of the desired mouse line 
which exclusively expresses α2A-receptors in adrenergic cells, immunohistochemical staining 
was performed. Both immunofluorescence and an indirect avidin-biotin complex method (ABC) 
were used. Since the staining was optimized with adrenal gland tissue, the immunofluorescence 
turned out to be unsuitable due to autofluorescence in the cortex of the organ. Polyclonal 
antibody which was produced in rabbit was used as the primary antibody. Despite several 
changes in dilutions, incubation times and the use of epitope retrieval pre-treatment, the results 
remained negative. Staining experiments with another polyclonal primary antibody from a 
different manufacturer were conducted with similar results. Finally the efficiency of both primary 
antibodies was tested by using a method known to be an effective immunocytochemical staining 
method. Monoclonal antibody produced in mice was used as a positive control. The same 
protocol was followed, using several different dilutions of the two polyclonal antibodies. The 
results of both polyclonal antibodies showed either weak staining or were completely negative. 
It can be stated that most likely the polyclonal antibodies used in this study were unsuitable for 
the purpose. The second study was based on a research related to the melanocortin-4 receptor. 
The indirect ABC method was used to detect melanocortin-4 receptors in mouse heart tissue. 
Polyclonal antibody produced in rabbit was used as the primary antibody. Several staining 
experiments were conducted with some changes in antibody dilutions and incubation times. 
Also heat induced epitope retrieval was tried due to doubt of overfixation. All results remained 
negative.  
Both studies are still underway in Turku University.  
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Ab Antibody (vasta-aine) 
Ag Antigen (antigeeni) 
BSA Bovine Serum Albumin  
(naudan seerumista eristetty albumiini) 
DAB 3’3 Diaminobetsidiini 
DAPI 4’, 6-Diamidino-2-fenyyli-indoli 
DBH dopamiini-β-hydroksyylaasi 
DNA Deoxyribonucleic Acid (deoksiribonukleiinihappo) 
EtOH Etanoli 
IgA Immunoglobuliini Alpha (alfa) 
IgD Immunoglobuliini Delta (delta) 
IgE Immunoglobuliini Epsilon (epsilon) 
IgG Immunoglobuliini Gamma (gamma) 
IgM Immunoglobuliini Mu (myy) 
HA Hemagglutiniini 
KMnO4 Kaliumpermanganaatti 
MC4 Melanocortin-4 (melanokortiini-4) 
PBS Phosphate Buffered Saline (fosfaattipuskuri)  
PBST Phosphate Buffered Saline + Triton-X100 
PCR Polymerase Chain Reaction (polymeraasiketjureaktio) 
RT-PCR Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction 
 (käänteistranskriptio-polymeraasiketjureaktio)  
PFA Paraformaldehydi 
RNA Ribonucleid Acid (ribonukleiinihappo)
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1 JOHDANTO 
Immunohistokemialliset värjäykset ovat muodostuneet tärkeiksi tutkimustyöka-
luiksi erityisesti biologian ja patologian aloilla. Värjäysten avulla pyritään selvit-
tämään tietyn antigeenin tai proteiinin sijainti kudoksessa leimatun vasta-aineen 
avulla (Chemicon International 2004; Key 2009). Immunohistokemialliset värjä-
ykset perustuvat antigeenin ja vasta-aineen väliseen vuorovaikutukseen. Vuo-
rovaikutus saadaan näkyväksi vasta-aineeseen liitetyn leiman avulla. Leimana 
voidaan käyttää fluoresoivaa väriainetta, entsyymiä, kolloidaalista kultaa tai bio-
tiiniä (Buchwalow ja Böcker 2010).   
Tämä opinnäytetyö tehtiin Turun Yliopiston biolääketieteen laitoksella Farmako-
logian, lääkekehityksen ja lääkehoidon osastolla kesän ja syksyn 2012 aikana. 
Se jakautuu kahteen osaan, joista molemmat käsittelevät immunohistokemialli-
sen värjäysmenetelmän pystytystä hiiren kudosleikkeille.  Ensimmäinen osa 
käsittelee siirtogeenin ilmenemisen havainnointia hiiren aivoissa hemagglutinii-
niepitooppileiman avulla. Polymeraasiketjureaktiolla tehdyssä analyysissä oli 
löydetty kyseinen geeni hiiren genomista, mutta immunohistokemiallisella värjä-
yksellä haluttiin varmistua, että siirtogeeni ilmenee myös proteiinitasolla. Toinen 
osa käsittelee melanokortiini-4 reseptorin havainnointia hiiren sydänkudokses-
sa.  Käänteistranskriptio-polymeraasiketjureaktiolla tehdyssä analyysissä oli 
havaittu RNA-jälkiä melanokortiini-4 reseptorista. Immunohistokemiallisen vär-
jäyksen avulla haluttiin selvittää ilmeneekö reseptori myös proteiinitasolla, ja jos 
ilmenee, niin missä sydämen soluissa. Opinnäytetyössä keskitytään immuno-
histokemiallisiin värjäyksiin yleisesti ja erityisesti niiden tuomiin haasteisiin. Ha-
vainnot perustuvat tehtyihin värjäyksiin 
9 
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2 TEORIA 
2.1 Antigeeni 
Antigeeni (engl. antibody generator) on mikä tahansa molekyyli tai molekyylin 
osa, joka saa aikaan immuunivasteen joutuessaan ihmisen tai eläimen kudok-
seen ja pystyy sitoutumaan spesifisesti tiettyyn vasta-aineeseen tai T-
solureseptoriin (Alberts et al. 2008; Janeway et al. 2012). Antigeeneillä on suuri 
molekyylipaino (>10 000 Da) ja ne ovat yleisesti joko patogeenien proteiineja, 
glykoproteiineja tai polysakkarideja, mutta myös nukleiinihapot, lipidit, polypep-
tidit ja useat muut aineet voivat toimia antigeeninä (Reddy ja Reddy, 2010; Ja-
neway et al. 2012). Molekyylin kyky toimia antigeeninä riippuu sen koosta ja 
rakenteesta (Reddy ja Reddy, 2010). Antigeeni voi olla joko immunogeeni tai 
hapteeni (Huovinen et al. 2003).  
2.1.1 Immunogeeni 
Immunogeenit ovat vasta-ainetta itsenäisesti stimuloivia antigeenejä. Niiden 
tulee olla makromolekyylejä ja lähes poikkeuksetta ne eivät saa olla elimistön 
omia molekyylejä. Esimerkiksi mikrobin pintaproteiini voi toimia immunogeeninä 
(Huovinen et al. 2003).  
2.1.2 Hapteeni 
Monet pienet orgaaniset molekyylit ovat liian pieniä stimuloimaan vasta-
ainemuodostusta, mutta ne saavat aikaan vasta-ainevasteen liittyessään isom-
paan kuljettajamolekyyliin esimerkiksi proteiiniin (Huovinen et al. 2003). Tällais-
ta isompaan kuljettajamolekyyliin tarttuvaa molekyyliä kutsutaan hapteeniksi. 
Useat molekyylit, kuten lääkeaineet, yksinkertaiset sokerit, aminohapot, pienet 
peptidit, fosfolipidit tai triglyseridit pystyvät toimimaan hapteenina (Chemicon 
10 
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International 2004). Vaikka hapteeni ei stimuloi yksinään vasta-aineiden muo-
dostusta, voidaan se määritellä antigeeniksi. (Huovinen et al.2003) 
2.1.3 Epitooppi 
Epitooppi eli antigeeninen determinantti on pieni antigeenin pinnalla oleva osa, 
jonka vasta-aine tai antigeenireseptori tunnistaa, ja johon ne sitoutuvat (Jane-
way et al. 2012).  Se koostuu yleensä alle kymmenestä aminohaposta (Alberts 
et al. 2008). Makromolekulaarisilla antigeeneillä, kuten proteiineilla ja glykopro-
teiineilla on pinnallaan yleensä useita epitooppeja, jotka eri vasta-aineet tunnis-
tavat (Janeway et al. 2012).  
2.2 Vasta-aine 
Vasta-aineet eli immunoglobuliinit (Ig) ovat B-solujen valmistamia glykoprote-
iineja, jotka sitoutuvat spesifisesti siihen antigeeniin, joka saa aikaan niiden eri-
tyksen veressä (Alberts et al. 2008; Huovinen et al. 2003). Elimistö tuottaa mil-
joonia vasta-aineita, joista jokaisella on erilainen aminohappojärjestys. Veren 
kokonaisproteiinimäärästä noin 20 % koostuu vasta-aineista, ja ne ovatkin suu-
rin proteiiniryhmä veressä. Vasta-aineet sitoutuvat tiukasti elimistölle vieraisiin 
molekyyleihin tai soluihin, joko inaktivoiden tai tuhoten ne. Tuhoaminen tapah-
tuu joko fagosytoosin eli solusyönnin tai komplementtisysteemin eli luonnollisen 
immuniteettiin lukeutuvan entsyymijärjestelmän avulla (Alberts et al. 2008). 
2.2.1 Vasta-aineluokat 
Vasta aineet jaetaan viiteen luokkaan: IgG, IgM, IgA, IgD ja IgE. Jako perustuu 
vasta-aineiden raskasketjujen eli H-ketjujen välisiin eroihin (Kuva 1) (Alberts et 
al. 2008). Lisäksi jokaisen luokan sisällä vasta-aineet voidaan jakaa alaluokkiin 
riippuen disulfidisidosten määrästä ja raskasketjun saranaosan pituudesta. Im-
11 
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munohistokemiallisissa värjäyksissä käytetyin vasta-aineluokka on IgG, koska 
se on veriseerumin yleisin vasta-aineluokka (Boenisch 2009).  
 
 
Kuva 1. Vasta-aineen rakenne (perustuu teoksen Buchwalow ja Böcker 2010 
luonnokseen). 
2.2.2 Vasta-aineen rakenne 
Kaikilla vasta-aineilla on sama perusrakenne (Kuva 1). Vasta-aineen perusyk-
sikkö muodostuu Y:n muotoisesta molekyylistä, joka rakentuu neljästä polypep-
tidiketjusta (Alberts et al. 2008; Huovinen et al. 2003). Vasta-aineen runko koos-
tuu kahdesta keskenään identtisestä H-ketjusta (engl. heavy chain) ja kahdesta 
keskenään identtisestä kevytketjusta eli L-ketjusta (engl. light chain), jotka on 
nimetty niiden molekyylipainon mukaan (Huovinen et al. 2003). Ei-kovalenttiset 
sidokset ja kovalenttiset disulfidisidokset sitovat H- ja L-ketjut toisiinsa. Noin 220 
aminohappoa pitkät L-ketjut luokitellaan kahteen tyyppiin: kappa (κ) ja lambda 
(λ). Kappa- ja lambdaketjujen jakauma vaihtelee suuresti kaikissa immunoglo-
buliiniluokissa (Alberts et al. 2008; Chemicon International 2004).   Noin 440 
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aminohappoa pitkät H-ketjut määrittelevät vasta-aineen luokan ja alaluokan (Al-
berts et al. 2008; Chemicon International 2004). 
Vaikka vasta-ainemolekyylit ovat melko vastustuskykyisiä proteolyysille, voi-
daan ne hajottaa H-ketjujen puolessa välissä olevan taipuisan sarana-alueen 
kohdalta (Huovinen et al. 2003). Mikäli IgG-molekyyli hajotetaan papaiinilla, kat-
kaisee se vasta-aineen H-ketjujen välisen sidoksen yläpuolelta eli aminopään 
puolelta jakaen molekyylin kolmeen osaan. Tällöin muodostuu kaksi keskenään 
identtistä monovalenttia eli yksittäistä antigeeniin sitoutuvaa F(ab)-osaa (engl. 
Fragment, antigen binding) ja yksi Fc-osa (engl. Fragment, crystallizable) 
(Buchwalow ja Böcker 2010). Pepsiinillä hajotettaessa vasta-aine katkaisee H-
ketjujen välisen sidoksen alapuolelta eli karboksyylipään puolelta ja näin vasta-
aine saadaan jaettua kahteen osaan. Muodostuu yksi antigeeniin sitoutuva bi-
valentti eli kaksi identtistä Fab-osaa sisältävä F(ab)2-osa ja yksi Fc-osa, joka 
lopulta kuitenkin pilkkoutuu moneen osaan. Vasta-aineita hajottamalla saadut 
palat ovat hyödyllisiä, sillä esimerkiksi F(ab)2-osia voidaan käyttää liittämään 
kaksi samanlaista antigeeniä yhteen, F(ab)-osat eivät saosta antigeenejä ja Fc-
osia voidaan käyttää immunohistokemiallisissa värjäyksissä estäjäaineina eli 
mahdollista epäspesifistä värjäytymistä aiheuttaviin antigeeneihin sitoutuvina 
aineina (engl. blocking agent) (Huovinen et al. 2003; Chemicon International 
2004).  
Vasta-ainemolekyyli voidaan jakaa vielä pienenpiin yksiköihin. Näitä yksiköitä 
kutsutaan domeeneiksi, joissa kussakin on noin 110–120 aminohappoa. H-ja L-
ketjujen aminopäissä sijaitsevat variaabelit (V-) domeenit. Ne yhdessä muodos-
tavat antigeenin sitoutumiskohdan. Useita hypervariaabeleita alueita sijaitsee 
sekä VH että VL-domeeneilla (Boenisch 2009). Vasta-aineen 5-10 aminohappoa 
pitkät hypervariaabelit alueet muodostavat yhdessä antigeeniä sitovan kohdan. 
Muut domeenit ovat vakioista (C-) aluetta ja niitä löytyy yksi molemmista L-
ketjuista ja kolme molemmista H-ketjuista.  Sarana-alue sijoittuu CH1 ja CH2-
alueiden väliin. Sarana-alueiden joustavuuden ja taipuisuuden vuoksi F(ab)-
palat sitoutuvat mukautuen sopivan välimatkan päähän kahdesta identtisestä 
epitoopista (Alberts et al. 2008).   
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2.2.3 Polyklonaalinen vasta-aine 
Polyklonaalinen vasta-aine on heterogeeninen vasta-aineseos, jonka vasta-
aineet voivat sitoutua saman antigeenin useisiin eri epitooppeihin (Boenisch 
2009; Chemicon International 2004). Kyseiset vasta-aineet on luotu eläimen 
erilaisilla B-soluklooneilla ja sen seurauksena ovat immunokemiallisesti erilaisia. 
Polyklonaalisia vasta-aineita tuotetaan usein kaneissa, mutta myös esimerkiksi 
vuohissa, marsuissa ja sioissa. Polyklonaalisten vasta-aineiden tuotto alkaa 
immunisoimalla kohde-eläin halutulla antigeenillä. Annoskoko vaihtelee 10–200 
µl. Eläin immunisoidaan joko ihosisäisesti tai ihonalaisesti. Vaihtoehtoisesti im-
munisointi voidaan suorittaa myös jalkapohjan, lihaksen tai vatsaontelon kautta. 
Immunisaatiojakso kestää noin 3-8 kuukautta, jonka aikana eläimen vasta-
ainemäärää kasvatetaan immunisoimalla se joka toinen viikko. Kun Immunisaa-
tiojakso on päättynyt, veri kerätään kaneilla korvasta tai laskimosta, mutta suu-
remmat eläimet usein lopetetaan ja veri kerätään sydämestä. Seerumi valmiste-
taan erottamalla solut verestä sentrifugoimalla. Tämän jälkeen suoritetaan 
yleensä seerumin puhdistus ammoniumsulfaattisaostuksella tai ioninvaihtokro-
matografialla (Boenisch 2009).  
2.2.4 Monoklonaalinen vasta-aine 
Monoklonaalinen vasta-aine on homogeeninen joukko vasta-aineita, jotka sitou-
tuvat vain tiettyyn antigeenin epitooppiin. Nämä vasta-aineet luodaan eläimen 
yhdestä B-solukloonista ja ovat näin ollen immunokemiallisesti samanlaisia 
(Boenisch 2009; Chemicon International 2004). Yleisin eläin monoklonaalisten 
vasta-aineiden tuottoon on hiiri, mutta myös esimerkiksi kaneja ja rottia käyte-
tään. Monoklonaalisia vasta-aineita tuotetaan immunisoimalla eläin ensin halu-
tulla kohdeantigeenillä vatsaontelon sisäisesti. Immunisaatiojakso kestää 2-3 
kuukauteen, jonka aikana tehostetaan antigeenin vaikutusta ja näin vasta-
aineiden muodostusta immunisoimalla eläin joka toinen viikko. Eläimen im-
muunivastetta seurataan testeillä. Kun haluttu immuunivaste on saavutettu, 
eläin lopetetaan. Lopetetun eläimen pernasta eristetään B-lymfosyytit ja ne fuu-
14 
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sioidaan kuolemattomien myelomasolujen kanssa. B-lymfosyyttien avulla saa-
daan tuotettua haluttua vasta-ainetta, kun taas myelomasolut mahdollistavat 
solujen kuolemattomuuden ja rajattoman kasvun viljelmässä. Saatua solulinjaa, 
jossa B-lymfosyytit ja pahanlaatuiset myelomasolut on fuusioitu, kutsutaan hyb-
ridomaksi. Hybridomasoluviljelmästä valitaan ne solut, jotka ovat muodostaneet 
hybridomasolun. Nämä erotellut hybridomasolut viljellään erillisissä viljelmissä 
ja testataan uudelleen, jotta varmistutaan siitä, että ne tuottavat juuri haluttua 
vasta-ainetta.  Kun on saatu varmuus, että soluklooni tuottaa juuri haluttua vas-
ta-ainetta, voidaan sitä kasvattaa esimerkiksi bioreaktorissa tai tuottaa sopivas-
sa kohde-eläimessä.  Monoklonaaliset vasta-aineet voidaan puhdistaa affini-
teettikromatokrafia- tai Proteiini A tai G kromatografiamenetelmällä (Boenisch 
2009). 
2.3 Antigeenin ja vasta-aineen välinen vuorovaikutus 
Antigeenin (Ag) ja vasta-aineen (Ab) välille syntyvän vuorovaikutuksen vahvuus 
perustuu heikkojen ei-kovalenttisten sidosten yhteismäärään.  Kyseisiin sidok-
siin lukeutuvat vetysidokset, hydrofobiset vuorovaikutukset ja van der Waalsin 
voimat sekä lisäksi ioniset vuorovaikutukset.   Vasta-aineen ja antigeenin välille 
syntyvä sidos on aina palautuva, Ag + Ab ↔ AgAb. Tasapainotilan saavuttami-
seen vaikuttavat vasta-aineen ja antigeenin välisen vuorovaikutuksen vahvuu-
den lisäksi niiden pitoisuudet. Vasta-aineen affiniteetti kuvaa sen voiman vah-
vuutta, joka syntyy epitoopin ja siihen sitoutuvan vasta-aineen antigeeniä sito-
van kohdan välille. Yleisimmin tämä voima ilmaistaan affiniteettivakion (Ka) 
avulla, Ka = [AgAb]/[Ag][Ab]. Hakasulut ilmaisevat komponenttien pitoisuutta 
tasapainotilassa.  Affiniteettivakioiden yleisimmät arvot ovat välillä 5 x 104 – 
1 x 10 11 litraa / moolia. Affiniteettivakioiden arvoon vaikuttavat lämpötila, pH ja 
käytetty liuotin. (Alberts et al. 2008; Chemicon International 2004 ) 
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2.4 Immunokemialliset värjäykset 
Immunokemialliset värjäykset perustuvat antigeenin ja vasta-aineen väliseen 
vuorovaikutukseen. Primaarivasta-aineen sitoutuminen spesifisesti tiettyyn anti-
geeniin on keskeisin vaihe värjäyksen onnistumisen kannalta (Buchwalow ja 
Böcker 2010). Jotta tapahtuva antigeenin ja vasta-aineen välinen immunoreak-
tio voidaan havaita mikroskoopilla, tulee vasta-aineeseen liittää leima. Leimana 
voi toimia entsyymi, fluorokromi, kolloidinen kulta tai biotiini (Buchwalow ja 
Böcker 2010). Tässä opinnäytetyössä käytettiin fluorokromi- ja biotiinileimoja. 
Siksi myöhempi pohdinta perustuu juuri näihin menetelmiin.  Immunohistokemi-
alliset värjäystekniikat voidaan pääsääntöisesti jakaa kahteen luokkaan (Kuva 
2). Suorassa värjäysmenetelmässä primaarivasta-aine on leimattu. Se on no-
pea värjäysmenetelmä, mutta useissa tapauksissa sen värjäysherkkyys ei ole 
riittävä. Epäsuora värjäysmenetelmä perustuu siihen, että leimattu sekundaari-
vasta-aine tunnistaa primaarivasta-aineen (Skaper 2012). Menetelmä vie 
enemmän aikaa, sillä leimaamaton primaarivasta-aine sitoutuu ensin antigee-
niin ja sen jälkeen primaarivasta-aineen tunnistava leimattu sekundaarivasta-
aine sitoutuu primaarivasta-aineeseen. Menetelmä on monipuolisempi, kuin 
suora menetelmä. Tämä selittyy sillä, että useampaa eri vasta-ainetta, jotka 
ovat kaikki peräisin samasta lajista, voidaan havaita yhden leimatun sekundaa-
rivasta-aineen avulla. Menetelmä on huomattavasti herkempi, sillä sekundaari-
vasta-aineet reagoivat todennäköisemmin usean primaarivasta-aineen epitoo-
pin kanssa. Tämän johdosta myös värjäys on helpommin havaittavissa (Boe-
nisch 2009).     
2.4.1 Immunohistokemialliset värjäykset 
Sana ”immuno” viittaa vasta-aineiden käyttöön värjäyksessä ja ”histo” tulee 
kreikankielen sanasta ”histos”, joka merkitsee kudosta. Immunohistokemia tar-
koittaa siten antigeenien havainnointia kudoksesta vasta-aineen avulla (Chemi-
con International 2004). Immunohistokemiallisista värjäyksistä on kehittynyt tär-
keä työkalu erilaisiin biologisiin tutkimuksiin sekä kliiniseen patologiaan.    Vii-
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meisen 30 vuoden aikana immunohistokeamialliset tekniikat ovat kehittyneet 
merkittävästi (Chu et al. 2010).  
2.4.2 Immunosytokemialliset värjäykset 
Immunosytokemiallinen värjäys on hyvin samantapainen menetelmä, kuin im-
munohistokemiallinen värjäys. Sanalla ”syto” (engl. cyto) viitataan kuitenkin so-
luihin. Immunosytokemiallinen värjäys on näin ollen antigeenin havainnointia 
soluista vasta-aineen avulla (Chemicon International 2004). Immunosytokemial-
liset menetelmät ovat laajassa käytössä. Näiden värjäysmenetelmien kehitys on 
kulkenut käsi kädessä immunohistokemiallisten menetelmien kanssa, koska 
käytetyt menetelmät ja reagenssit ovat pitkälti samoja (Boenisch 2009).   
2.5 Värjäysmenetelmistä 
Immunohisto- ja sytokemiallisten värjäysmenetelmien kirjo on laaja ja siksi täs-
sä kappaleessa keskitytään vain opinnäytetyössä käytettyihin värjäyksiin. Nämä 
värjäykset ovat fluoresenssiin ja avidiini-biotiini-kompleksiin perustuvia mene-
telmiä.  
2.5.1 Fluoresenssivärjäys 
Immunofluoresenssi on värjäysmenetelmä, jossa käytetään hyväksi fluoresens-
si-ilmiötä. Fluoresenssi voidaan määritellä tiettyjen, usein aromaattisten mole-
kyylien kyvyksi säteillä valoa tietyllä aallonpituudella (Lakowicz 2006).  Vasta-
aineeseen liitetyn fluoresoivan leiman avulla voidaan tehdä näkyväksi jokin tiet-
ty proteiini tai antigeeni solussa tai kudoksessa. Se on tehokas ja monipuolinen 
menetelmä proteiinien, glykaanien, lipidien ja pienten biologisten ja ei-
biologisten molekyylien optiseen havainnoitiin ja paikannukseen. Fluoresenssi-
värjäys voidaan tehdä joko suoralla tai epäsuoralla menetelmällä (Kuva 2.) 
(Skaper 2012; Robinson et al. 2009).  Suora menetelmä on usein nopeampi ja 
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helpompi värjäystapa, mutta heikompi signaali ja kallis hinta rajaavat sen käyt-
töä. Epäsuora menetelmä, jota tässä opinnäytetyössä on käytetty, on huomat-
tavasti herkempi ja halvempi menetelmä käyttää. Lisäksi markkinoilla on lukui-
sia eri väreillä fluoresoivia merkkiaineita, joista tutkijat voivat valita omaan työ-
hönsä parhaiten soveltuvan merkkiaineen. Haittapuolena voidaan kuitenkin 
mainita mahdolliset ristireaktiot muiden molekyylien kanssa, sopivien primaari-
vasta-aineiden löytäminen ja muista endogeenisista vasta-aineista aiheutuva 
taustan värjäytyminen (Robinson et al. 2009).  
 
Kuva 2. Suora ja epäsuora fluoresenssivärjäys (perustuu teoksen Robinson et 
al. 2009 luonnokseen). 
2.5.2 Avidiini-biotiini-kompleksi  
Avidiini-biotiini-kompleksimenetelmä (ABC) perustuu Streptomyces avidiniista 
saatavan streptavidiinin ja kananmunasta saatavan avidiinin korkeaan affiniteet-
tiin biotiiniin sitoutuessaan (Buchwalow ja Böcker 2010). Biotiini on luonnossa 
esiintyvä vesiliukoinen B-ryhmän vitamiini. Sekä streptavidiiniin että avidiiniin 
voi sitoa neljä biotiinimolekyyliä itseensä (Key 2009). Kyseinen vuorovaikutus 
on vahvin tunnettu ei-kovalenttinen biologinen vuorovaikutus. Sitoutuminen ta-
pahtuu nopeasti ja muodostunut molekyyli kestää hyvin pH:n vaihtelua.  Strep-
tavidiinin käyttö on yleistynyt, koska avidiinilla on taipumus sitoutua epäspesifi-
sesti lektiinin kaltaisiin ja negatiivisesti varautuneisiin kudoksen osiin fysiologi-
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sessa pH:ssa. Itse värjäys tapahtuu epäsuoralla menetelmällä. Primaarivasta-
aine sitoutuu ensin spesifisesti kudoksen epitooppiin. Tämän jälkeen primaari-
vasta-aineeseen sitoutuu biotinyloitu sekundaarivasta-aine. Joissain tapauksis-
sa voidaan käyttää myös biotinyloitua primaarivasta-ainetta. Sekundaarivasta-
aineen biotiiniryhmiin sitoutuu (strept)avidiini. Yleensä käytetään ennalta muo-
dostettua ABC tekniikkaa, jossa (strept)avidiini ja biotinyloitu entsyymi muodos-
tavat valmiita komplekseja. Nämä kompleksit liittyvät sekundaarivasta-aineen 
biotiiniryhmiin. Entsyymeinä on yleisesti käytetty joko piparjuuriperoksidaasia tai 
vasikan suolen alkalista fosfataasia.  Ylläkuvatun värjäysprotokollan on todettu 
olevan herkin kaikista ABC sovelluksista. Varsinainen värjäytymä saadaan ai-
kaan kromogeenisen eli väriä tuottavan reaktion avulla. Peroksidaasin histoke-
miallinen havainnointi perustuu aromaattisten veteen liukenevien fenoleiden tai 
amiinien, kuten 3’3 diaminobentsidiinin (DAB) saostamiseen vetyperoksidin 
avulla. Fenolit ja amiinit ovat entsyymin substraatteja. Reagoidessaan vetyper-
oksidin kanssa ne muodostavat veteen liukenemattoman värillisen sakan, joka 
voidaan havaita joko silmämääräisesti tai tarkemmin valomikroskoopilla (Buch-
walow ja Böcker 2010). 
 
Kuva 3. Avidiini-biotiini-kompleksimenetelmä (perustuu Key 2009 luonnokseen). 
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2.6 Työn antigeeneistä  
Tämän opinnäytetyön ensimmäisen osan värjäykset perustuvat siitogeenisen 
hiiren hemagglutiniiniepitooppileimaan. Toisessa työssä hiiren sydämestä etsit-
tiin melanokortiini-4 reseptoreita, joita esiintyy hiiren elimistössä luonnostaan.  
2.6.1 Hemagglutiniiniepitooppi 
Hemagglutiniini (HA) on influenssavirusten pinnalla oleva glykoproteiinireseptori 
(Holzenburg & Bogner 2002). Se on histo- ja sytokemiassa yleisesti käytetty 
epitooppileima.  Epitooppileimoja käytetään usein, kun halutaan tehdä näkyväk-
si jokin antigeeni, mutta käytössä ei ole sille sopivaa vasta-ainetta. Tällaisissa 
tapauksissa epitooppileima liitetään sopivaan kohdemolekyyliin geeniteknisesti 
ja siirretään osaksi eliön omaa genomia. Markkinoilla on tarjolla lukuisia epi-
tooppileimojen vasta-aineita (Buchwalow ja Böcker 2010).  
2.6.2 Melanokortiini-4 reseptori 
Melanokortiini-4 reseptori (MC4-reseptori) on yksi viidestä tunnetusta melano-
kortiinireseptorista. Se, kuten muutkin melanokortiinit, on G-
proteiinikytkentäinen reseptori (Adan & Gispen 2000; Chitravanshi et al. 2008). 
Tutkimusten mukaan melanokortiinit toimivat aivoissa välittäjäaineina, mutta 
esimerkiksi sikiövaiheessa MC4-reseptorin lähetti-RNA:ta on havaittu sydän-, 
keuhko-, munuais- ja kiveskudoksessa. Muualla elimistössä melanokortiinit toi-
mivat hormonin tavoin (Tao 2010; Mountjoy et al. 2003: Rinne 2013). Melano-
kortiini-4 reseptorin on todettu säätelevän muun muassa ruokahalua ja energi-
ankulutusta kehossa (Tao 2010).     
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3 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
3.1 Siirtogeenin ilmenemisen immunohistokemiallinen havainnointi hiiren 
aivoissa HA-epitooppileiman avulla 
Työ perustuu pitkälti artikkeliin “Genetic Dissection of α2-adrenocertor Functions 
in Adrenergic versus Nonadrenergic Cells”, jossa tutkittiin välittävätkö adener-
gisten hermosolujen α2-adrenoseptorit tai noradrenergisten hermosolujen α2-
adrenoseptorit α2-agonistin fysiologisia ja farmakologisia vasteita.   (Gilsbach et 
al. 2009). Värjäysten lähtökohtana käytettiin artikkelia ”Immunohistochemical 
detection of transgene expression in the brain by using small epitope tags”, jos-
sa tutkittiin eri epitooppien soveltuvuutta proteiinien havainnointiin hiiren aivois-
sa (Lobbestael et al. 2010). Alkujaan tutkimuksen tarkoituksena oli luoda hiirilin-
ja, joka ilmentää yksinomaan α2A-adrenoseptoreita transgeenisen hiiren ad-
renergisissä ja noradrenergisissä soluissa. Hiirilinja luotiin mikroruiskuttamalla 
hiireen hedelmöittyneeseen munasoluun linearisoitu, vektorista katkaistu DNA-
sekvenssi. Sekvenssi sisälsi dopamiini-β-hydroksyylaasigeenin (DBH), α2A-
geenin (reseptori) ja HA-leiman. DBH-geeni toimi sekvenssissä promoottorina. 
Munasolu siirrettiin kasvamaan hiiren kohtuun. Tutkimuksessa käytettiin kahta 
eripituista DBH-geeniä. Toinen oli pituudeltaan 5800 emäsparia (UTU 177) pitkä 
ja toinen 1500 emäsparia (UTU 181) pitkä. Tavoitteena oli saada molemmat 
hiirilinjat ilmentämään α2A-adrenoseptoria proteiinitasolla. Erityistä huomiota 
kiinnitettiin UTU 181 hiirilinjaan. Aikaisempien tutkimusten mukaan lyhyempi 
promoottori aiheuttaisi vähemmän epäspesifistä ekspressiota (Hoyle et al. 
1994). Värjäyksen tarkoituksena oli todistaa, että hiiren munasoluun viety gee-
nipätkä ilmenee myös proteiinitasolla hiirikannassa, johon munasolu oli siirretty 
kasvamaan. Polymeraasiketjureaktiolla (PCR) tehdyt kokeet olivat osoittaneet 
geenipätkän olemassaolon, mutta saaduilla tuloksilla ei voitu todistaa, että hiiri 
todella tuottaa kyseistä proteiinia. PCR-analyysia varten oli otettu genomista 
DNA:ta hiirten korvan ihosta. Transgeenien määrää hiirten lisämunuaisissa tai 
aivoissa ei ole tutkittu.  Värjäykset olivat ensimmäinen askel tähän suuntaan. 
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Värjäyksen optimointi oli tarkoitus tehdä lisämunuaisleikkeillä ja lopullinen vär-
jäys aivoleikkeillä. 
3.1.1 Kudosleikkeet 
Dopamiini-β-hydroksyylaasia on havaittu vain adrenergisissä ja noradrenergi-
sissä hermosoluissa sekä lisämunuaisen ytimessä (Koulu et al. 2012). Tästä 
syystä värjäysmenetelmän pystytys aloitettiin lisämunuaisleikkeillä, minkä jäl-
keen lopulliset värjäykset tehtiin aivoleikkeillä. Maksakudosta käytettiin negatii-
visena kontrollina.  Ennen leikkaamista lisämunuaiset, maksa ja aivot fiksoitiin 
neljäprosenttisessa paraformaldehydiliuoksessa (PFA), jotta niiden rakenne 
säilyisi elävän kudoksen kaltaisena eivätkä niiden omat entsyymit alkaisi hajot-
taa kudosta (Chemicon International 2004). Fiksoidut lisämunuaiset ja maksa 
leikattiin kryostaatilla noin 8-10 µm paksuisiksi, asetettiin mikroskooppilaseille ja 
varastoitiin pakastimessa. Aivoleikkeet vietiin leikattaviksi kokeneemmalle hen-
kilölle, jotta oikeat aivojen alueet, jossa DBH:ta esiintyy, saadaan kunnolla esiin.  
3.1.2 Lisämunuaisleikkeiden immunohistokemialliset värjäykset Covancen 
polyklonaalisella vasta-aineella 
Immunohistokemiallista värjäysmenetelmää lähdettiin pystyttämään Covancen 
polyklonaalisella, kanissa tuotetulla vasta-aineella (HA.11). Kyseiseen vasta-
aineeseen päädyttiin ”Immunohistochemical detection of transgene expression 
in the brain by using small epitope tags” artikkelin perusteella (Lobbestael et al. 
2010). Artikkelissa oli saatu hyviä tuloksia saman valmistajan monoklonaalisella 
vasta-aineella, joka tosin oli tuotettu hiiressä.  
Ensimmäiset värjäykset tehtiin fluoresenssivärjäyksinä käyttäen molemmista 
hiirilinjoista peräisin olevia kudosnäytteitä. Siirtogeenin havainnointiin käytettiin 
primaarivasta-aineena Covancen HA.11, jonka lähtökohtaiset laimennussuhteet 
artikkeliin perustuen olivat 1:10 000 ja 1:5000. Sekundaarivasta-aineena käytet-
tiin IgG-Alexa 568 (Molecular Probes by Life Technologies), jonka sopivaksi 
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laimennussuhteeksi arvioitiin 1:500. Kaikissa värjäyksissä käytettiin negatiivise-
na kontrollina maksanäytteitä, joissa olivat samat vasta-ainepitoisuudet kuin 
varsinaisissa värjäyksissä. Viisi minuuttia huoneen lämmössä sulaneet näytela-
sit pestiin kolme kertaa viiden minuutin ajan fosfaattipuskurissa (PBS). Näytela-
sit inkuboitiin huoneen lämmössä yhden tunnin ajan kolmeprosenttisessa vuo-
hiseerumissa ja kolmeprosenttisessa naudan seerumista eristetystä albumiinis-
ta (BSA), jotka laimennettiin PBS-liuokseen, johon oli lisätty 0,2 prosenttia Tri-
ton-X100 (PBST). Seerumiliuoksen tarkoituksena oli estää epäspesifisen vär-
jäytymisen syntyminen. Inkuboinnin jälkeen näytteet pestiin PBST-liuoksella. 
Tämän jälkeen näytelasit inkuboitiin yön yli neljän asteen lämpötilassa primaari-
vasta-aineen kanssa. Seuraavana päivänä näytelasit pestiin ensin PBST-
liuoksella ja inkuboitiin sitten kahden tunnin ajan huoneen lämmössä sekundaa-
rivasta-aineen kanssa. Inkuboinnin jälkeen lasit pestiin vielä kerran PBST-
liuoksella, jonka jälkeen preparaattien päälle pipetoitiin anti-fade mounting me-
diaa ja asetettiin lopuksi peitinlasi päälle. Valmiita näytteitä tarkasteltiin fluore-
senssimikroskoopilla. 
Ensimmäisten värjäyskertojen aikana lisämunuaisen kuorikerroksessa havaittiin 
vahvaa fluoresenssia. Oikean värjäytymisen olisi pitänyt näkyä lisämunuaisen 
ytimessä. Tarkempi tiedonhaku osoitti, että lisämunuaisen kuorikerroksessa 
sijaitsevat hormonit fluoresoivat vahvasti (Nanda et al.1974). Koska autofluore-
senssi aiheutti virheellistä värjäytymistä, selvitettiin, miten se saataisiin sammu-
tettua. Autofluoresenssi pyrittiin poistamaan ensin 0,3 prosenttisella vetyperok-
sidikäsittelyllä. Koska se ei poistanut autofluoresenssia tarpeeksi, päädyttiin 
lopulta inkuboimaan leikkeet huoneen lämmössä 15 minuutin ajan 0,1 prosent-
tisessa kaliumpermanganaattiliuoksessa (KMnO4). Koska kudoksen soluja oli 
käsittelyn jälkeen vaikea tai lähes mahdotonta havaita, päätettiin näytteet värjä-
tä viiden minuutin ajan huoneen lämmössä 4’, 6-Diamidino-2-fenyyli-indolissa 
(DAPI). DAPI on yleisesti käytetty sinisellä fluoresoiva tumaväriaine (Czepul-
kowski 2000).      
Fluoresenssivärjäyksiä jatkettiin muuten noudattaen samaa protokollaa kuin 
aiemmin, mutta preparaattien KMnO4-värjäys tehtiin heti alussa ja DAPI-värjäys 
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sekundaarivasta-aineen jälkeen. Primaarivasta-aineen pitoisuuksia muutettiin 
myös hieman väkevämmäksi (Taulukko 1.). Lopulta päädyttiin pitoisuuteen 
1:100. Koska vieläkään ei luotettavaa värjäytymistä ollut havaittu, epäiltiin, että 
näytteet saattavat olla ylifiksoituneet eli ne ovat olleet liian kauan PFA-
liuoksessa ja näin antigeenit ovat peittyneet. Päätettiin tehdä leikkeille antigee-
nien paljastus (engl. antigen retrieval). Näytelasit inkuboitiin ensin sitruunahap-
popuskurissa 15–20 minuutin ajan. Tämän jälkeen ne kuumennettiin mikroaal-
touunissa, kunnes puskurin pinta alkoi kuplia. Puskuriliuoksessa olevat näytteet 
jäähdytettiin lopuksi ravistelijassa 25–30 minuutin ajan. Kun näytteissä ei vielä-
kään havaittu luotettavaa värjäytymistä, siirryttiin kokeilemaan ABC-
menetelmää.  
 
Taulukko 1. Covancen polyklonaalisella kanissa tuotetulla vasta-aineella suori-
tetut värjäykset. 
Värjäys-
kerta 
Värjäysme-
netelmä 
Primaarivasta-
ainepitoisuus 1 
Primaarivasta-
ainepitoisuus 2 
Primaarivasta-
ainepitoisuus 3 
Sekundaarivas-
ta-ainepitoisuus 
1 Fluoresenssi 1:10 000 1:5 000 -  1:500 
2 Fluoresenssi 1:10 000 -  - 1:500 
3 Fluoresenssi 1:5 000 1:2 500 1:1 000 1:500 
4 Fluoresenssi 1:500 1:250 1:100 1:500 
5 Fluoresenssi 1:100 -  -  1:500 
6 ABC 1:100 -  -  1:1 000 
 
ABC- värjäyksessä käytettiin UTU 177 ja UTU 181 hiirilinjojen lisäksi sekä hiiri-
linjan 181 villityypin hiirestä otettuja lisämunuaisleikkeitä että hiirilinjan UTU 181 
FVB-hiirikannan hiiriyksilöistä otettuja lisämunuaisleikkeitä. FVB-hiiret ovat 
markkinoilla olevia valkoisia hiiriä, jotka ovat laajalti käytössä eläinkokeissa. 
ABC-menetelmällä värjätyistä näytteistä otettiin jokaisesta rinnakkaisnäyte, jolle 
tehtiin antigeenien paljastus. Näytelasit pestiin kolme kertaa kolmen minuutin 
ajan PBS-liuosessa ja inkuboitiin 1 tunti huoneen lämmössä kolmeprosenttisella 
vuohiseerumilla ja kolmeprosenttisella BSA:lla, jotka molemmat oli laimennettu 
PBST-liuokseen.  Työvaiheen jälkeen lasit pestiin PBST-liuosessa. Näytteet 
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inkuboitiin yön yli neljän asteen lämpötilassa primaarivasta-aineella. Lasit pes-
tiin PBST-lioksessa, jonka jälkeen ne inkuboitiin biotinyloidun sekundaarivasta-
aineen (Biotin-xx goat anti-rabbit IgG, Molecular Probes) kanssa huoneen läm-
mössä kahden tunnin ajan. Sekundaarivasta-aineen pitoisuus oli 1:1000. Vac-
tastainin Elite ABC-kittiä (PK-6100) käytettiin avidiini-biotiini-
peroksidaasikompleksin muodostamiseen. Viiteen millilitraan PBS-liuosta sekoi-
tettiin yksi tippa reagenssi A:ta ja yksi tippa reagenssi B:tä. Liuos valmistettiin 
noin 30 minuuttia ennen käyttöä. Sekundaarivasta-aineessa inkuboidut näytteet 
pestiin PBST-liuoksessa. Tämän jälkeen lasit inkuboitiin ABC-liuoksessa 30 
minuutin ajan. DAB liuos valmistettiin Sigma fast-kitin ohjeen mukaan. Yksi ho-
peinen tabletti ja yksi kultainen tabletti liuotettiin viiteen millilitraan milli-Q-vettä. 
Liuos suodatettiin kolme millimetriä paksun suodatinpaperin läpi.   ABC-
liuoksessa inkuboidut näytteet pestiin PBS-lioksessa. Tämän jälkeen näytteiden 
päälle pipetoitiin DAB-liuosta. Optimaaliseksi värjäysajaksi osoittautui neljä mi-
nuuttia. Värjäytyminen keskeytettiin huuhtelemalla näytelasit hanavedessä. 
Näytelaseja pestiin vielä kolmen minuutin ajan milli-Q-vedessä. Näytteitä värjät-
tiin Mayer’sin hematoksyliiniliuoksessa noin yhden minuutin ajan (Sigma-
Aldrich). Hematoksyliini on yleisesti käytetty tumaväriaine. Värjäyksen jälkeen 
näytelasit pestiin kaksi kertaa kolmen minuutin ajan milli-Q-vedellä. Näytteet 
kuivattiin nousevalla etanolia (EtOH) sisältävällä alkoholisarjalla ja kastettiin 
lopuksi ksyleeniin. Alkoholisarjassa käytettiin 25 %, 50 %, 75 %, 95 % ja 100 % 
EtOH-pitoisuuksia.  Näytteet viipyivät jokaisessa maljassa 1 minuutin ajan. Kui-
vattujen näytteiden päälle pipetoitiin mounting mediumia ja asetettiin peitinlasit 
paikoilleen. Värjättyjä näytteitä tarkasteltiin valomikroskoopilla.          
3.1.3 Lisämunuaisnäytteiden immunohistokemialliset värjäykset Santa Cruzin 
polyklonaalisella vasta-aineella 
Covancen vasta-aineella saatujen negatiivisten tulosten perusteella päädyttiin 
kokeilemaan toisen valmistajan primaarivasta-ainetta. Sopivimmaksi vasta-
aineeksi valikoitui Santa Cruz Biotechnology-yrityksen polyklonaalinen kanissa 
tuotettu HA-probe (Y-11). Valmistajan tuoteselosteessa suositeltiin fluoresens-
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sivärjäysten aloituslaimennussuhteeksi 1:50. Päätimme aloittaa kokeet kyseisel-
lä laimennuksella (Taulukko 2). Ensimmäinen värjäys tehtiin fluoresenssivärjä-
yksenä. Näytteisiin tehtiin KMnO4-käsittely ja DAPI-värjäys. Muuten seurattiin 
kohdassa 3.1.2 kuvaillun fluoresenssivärjäyksen protokollaa. Kun luotettavaa 
värjäytymistä ei havaittu, päätettiin loput värjäykset suorittaa ABC-
menetelmällä.  
Primaarivasta-aineen pitoisuus muutettiin 1:500, koska värjäysmenetelmä vaih-
dettiin. Ensimmäisellä värjäyskerralla noudatettiin kohdassa 3.1.2 kuvailtua 
ABC-menetelmän protokollaa. Tosin yhdellekään näytteelle ei tehty antigeenien 
paljastusta. Tälläkään värjäyskerralla ei havaittu luotettavaa värjäytymistä. Sen 
seurauksena päätettiin muuttaa alkuperäistä protokollaa hieman. Primaarivasta-
aineen pitoisuus nostettiin 1:250 ja sekundaarivasta-aineen pitoisuus 1:500. 
ABC-kitin reagenssi A:ta ja B:tä laitettiin yhden tipan sijaan kaksi, jotta sen 
herkkyys paranisi. Lisäksi hematoksyliinivärjäyksen aika nostettiin kahteen mi-
nuuttiin. Yhä negatiivisena pysyvien tulosten seurauksena nostimme primaari-
vasta-aineen pitoisuuden lopuksi 1:100 ja teimme rinnakkaisnäytteille antigee-
nien paljastuksen. Kaikilla värjäyskerroilla käytettiin UTU 177 ja UTU 181 hiirilin-
jojen lisäksi hiirilinjan UTU 181 villityypin hiiren sekä UTU 181 FVB-hiirilinjan 
hiiren lisämunuaisleikkeitä.      
 
Taulukko 2. Santa Cruzin polyklonaalisella kanissa tuotetulla vasta-aineella 
suoritetut värjäykset. 
Värjäys-
kerta 
Menetelmä Primaarivasta-
ainepitoisuus  
Sekundaarivasta-
ainepitoisuus 
7 Fluoresenssi 1:50 1:1 000 
8 ABC 1:500 1:1 000 
9 ABC 1:250 1:500 
10 ABC 1:100 1:500 
 
26 
TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Maria Karoliina Hirvonen 
3.1.4 Aivoleikkeiden fluoresenssivärjäys 
Vaikka kumpikaan HA-primaarivasta-aineista ei antanut positiivisia tuloksia, 
päätettiin kokeilla fluoresenssivärjäystä hiirten aivoleikkeillä. Molempien primaa-
rivasta-aineiden laimennussuhteeksi valittiin 1:100 ja sekundaarivasta-aineen 
laimennussuhteeksi 1:500. Mahdollinen autofluoresenssi sammutettiin KMnO4-
käsittelyllä. Käsittelyn jälkeen näytteet inkuboitiin tunnin ajan kolmeprosentti-
sessa vuohiseerumissa ja kolmeprosenttisessa BSA:ssa, jotka olivat laimennet-
tu PBST-liuokseen. Tämän jälkeen näytteet pestiin PBST-liuoksessa. Pesun 
jälkeen näytelasit inkuboitiin primaarivasta-aineliuoksissa yön yli +4 asteen 
lämpötilassa. Inkuboinnin jälkeen näytteet pestiin PBST-liuoksessa, jonka jäl-
keen niiden päälle pipetoitiin IgG-Alexa 568-sekundaarivasta-aineliuosta.  Näyt-
teitä inkuboitiin sekundaarivasta-aineliuosessa huoneen lämmössä kaksi tuntia, 
jonka jälkeen suoritettiin pesu PBST-liuoksessa. Lopuksi näytteille tehtiin DAPI-
värjäys. Näytelasien päälle pipetoitiin mounting mediaa ja peitinlasit asetettiin 
paikoilleen. Näytteitä tarkasteltiin fluoresenssimikroskoopilla.  
3.2  HA-vasta-aineiden soveltuvuuden testaus immunovärjäykseen toimivaksi 
todetulla immunosytokemiallisella värjäysmenetelmällä 
Koska molemmilla primaarivasta-aineilla suoritetut kokeet kappaleessa 3.1 
osoittautuivat negatiivisiksi, päätettiin primaarivasta-aineiden tehokkuus ja so-
veltuvuus immunohistokemiallisiin värjäyksiin testata toimivaksi todistetulla im-
munosytokemiallisella värjäysmenetelmällä.  Käytetty menetelmä perustuu An-
na Huhtisen ja Mika Scheinin artikkelissa ”Expression and characterization of 
the human α2B-adrenoseptor in a vascular smooth muscle cell line” käytettyyn 
värjäysmenetelmään (Huhtinen & Scheinin 2008). Artikkeli käsitteli ihmisen α2B-
adrenoseptoreiden ilmenemistä ja karakterisointia verisuonten sileän lihasku-
doksen solulinjalla. Tutkimusta varten oli luotu A7r5-α2B-solulinja, jota voidaan 
käyttää tutkittaessa α2B-adrenoseptoreiden toimintaa ja säätelyä verisuonten 
sileän lihaskudoksen soluissa. A7r5-α2B-solulinja on sileän lihaskudoksen solu-
linja, joka ilmentää stabiilisti α2B-adrenoseptoria. A7r5-solut olivat alun perin al-
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kioasteella olevan rotan aortan soluja, jotka ilmensivät aikuisen sileän lihasku-
doksen fenotyyppiä. Soluihin oli transfektoitu 3·HA-epitooppigeeniä ja ihmisen 
α2B-adrenoseptorigeeniä koodaava vektori. Myöhemmin tehdyillä immunosyto-
kemiallisilla värjäyksillä oli saatu paikannettua HA-epitooppileima ja siten var-
mistettu α2B-adrenoseptorin ilmeneminen solussa proteiinitasolla.  Samoja A7r5-
soluja, joissa HA-epitooppi oli luotettavasti havaittu, käytettiin HA-primaarivasta-
aineiden testauksessa.      
3.2.1 Solut 
Pakastetut A7r5-α2B-solut sulatettiin ja viljeltiin poly-L-lysiinillä käsitellyille peitin-
laseille. Solut eroteltiin 1,7·103 solutiheydessä, jonka jälkeen niiden annettiin 
toipua erotuksesta ja trypsiinikäsittelystä kolmen päivän ajan. Tämän jälkeen 
soluja kasvatettiin neljä päivää viljelymediumissa, joka koostui Dulbecco’s Modi-
fied Eagel’s Mediumista, jossa oli 2 % naudan sikiöseerumia ja 0,04 % heparii-
nia. Viljelyiden jälkeen näytteet pestiin magnesium- ja kalsiumkloridia sisältäväl-
lä PBS-liuoksessa kolme kertaa viiden minuutin ajan. Tämän jälkeen näytteet 
fiksoitiin neljä prosenttisella PFA-liuoksessa 10 minuutin ajan huoneen lämmös-
sä. Lopuksi näytteet pestiin viisi kertaa PBS-liuoksessa. Tämän jälkeen näytteet 
olivat valmiit värjättäviksi.  
3.2.2 Immunosytokemiallinen värjäys 
Positiivisena kontrollina toimivat solut, joiden primaarivasta-aineena käytettiin 
Covancen monoklonaalista hiiressä tuotettua HA.11 Clone 16B12 vasta-ainetta. 
Värjäykset tehtiin taulukossa 3 esitetyillä laimennussuhteilla. Sekundaarivasta-
aineen pitoisuus kaikissa näytteissä oli 1:700. Värjäystä varten valmistettiin en-
sin blottoliuos, jonka toimi solujen huuhteluliuoksena. Bloton pääasiallisena tar-
koituksena oli estää epäspesifisten värjäyksien syntyminen.  Blotto koostui mai-
tojauheesta, kalsium- ja magnesiumpitoisesta PBS-liuoksesta, 50 mM Hepes-
liuoksesta, Nonidet P-40-liuoksesta ja kaksiprosenttisesta vuohiseerumista. 
Värjäys aloitettiin pipetoimalla näytteisiin blottoa. Blotto imettiin pois, jonka jäl-
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keen näytteisiin pipetoitiin uusi erä blottoa ja inkuboitiin huoneen lämmössä 40 
minuutin ajan. Inkuboinnin jälkeen blotto imettiin pois ja näytteisiin pipetoitiin 
blottoon laimennetut primaarivasta-aineliuokset. Näytteitä inkuboitiin primaari-
vasta-aineiden kanssa yksi tunti, jonka jälkeen vasta-aineliuokset imettiin pois ja 
näytteet pestiin kuusi kertaa viiden minuutin ajan PBS-liuoksella. Tämän jälkeen 
näytteisiin pipetoitiin jälleen blottoa, jonka kanssa niitä inkuboitiin huoneen 
lämmössä 15 minuuttia ja lopuksi niistä imettiin blotto pois. Näytteitä inkuboitiin 
sekundaarivasta-aineiden kanssa valolta suojattuna huoneen lämmössä tunnin 
ajan.  Inkuboinnin jälkeen näytteet pestiin kuusi kertaa viiden minuutin ajan 
PBS-liuoksella. Viimeiseksi peitinlasit, joissa solunäytteet olivat, kastettiin ve-
teen, kuivattiin varovasti ja asetettiin mikroskooppilaseille, joihin oli valmiiksi 
pipetoitu pisara Vectashield Mounting Mediaa. Näytteitä tarkasteltiin fluoresens-
simikroskoopilla.  
 
Taulukko 3. Solujen fluoresenssivärjäyksessä käytetyt primaarivasta-aineet ja 
niiden pitoisuudet sekä sekundaarivasta-aineet. 
Primaarivasta-aine (1’Ab) Pitoisuus (1’Ab) Sekundaarivasta-aine (2’Ab) 
Covance  HA 16B12 
(positiivinen kontrolli) 1:1 000 Alexa 546 
Covance HA 16B13 
(positiivinen kontrolli) 1:1 000 Alexa 546 
Covance HA.11 1:50 Alexa 568 
Covance HA.12 1:100 Alexa 568 
Covance HA.13 1:500 Alexa 568 
Covance HA.14 1:1 000 Alexa 568 
Santa Cruz HA Y-11 1:50 Alexa 568 
Santa Cruz HA Y-12 1:100 Alexa 568 
Santa Cruz HA Y-13 1:500 Alexa 568 
Santa Cruz HA Y-14 1:1 000 Alexa 568 
Ei primaarivasta-ainetta (negatiivinen 
kontrolli) - Alexa 546 
Ei primaarivasta-ainetta (negatiivinen 
kontrolli) - Alexa 568 
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3.3 Melanokortiini-4 reseptorin havainnointi hiiren sydämessä 
Opinnäytetyön toinen osa käsitteli melanokorttiini-4 (MC4) reseptorin ilmenemi-
sen havainnointia hiiren sydänkudoksessa. Petteri Rinne on tutkinut melanokor-
tiinireseptoreita ja niiden vaikutuksia verisuonten toimintaan sekä niiden lääke-
tieteellistä käyttöä sydän- ja verisuonitautien hoidossa (Rinne, P 2013). Tutki-
musryhmässä oli havaittu, että melanokortiinit jarruttavat sydämen pahanlaa-
tuista kasvua, mutta tarkempaa mekanismia ei ole tiedossa. Suurella todennä-
köisyydellä vaikutukset syntyvät melanokortiinireseptoreiden välittämänä. Tulos-
ten perusteella ei kuitenkaan pystytä sanomaan, onko hiiren sydämessä näitä 
reseptoreita ja jos on niin mitä alatyyppiä. Ryhmä teki käänteistranskriptio-
polymeraasiketjureaktioanalyysin (RT-PCR) hiiren sydänkudoksesta etsien 
RNA-jälkiä melanokortiinireseptoreista. Yksi löytyneistä oli MC4-reseptori. Tulos 
ei vielä takaa, että se ilmenisi myös proteiinitasolla eikä kerro missä soluissa 
reseptoria on anatomisesti. Immunohistokemialliset värjäykset päätettiin suorit-
taa, jotta voitaisiin selvittää onko sydämessä MC4-reseptoria, joka voisi välittää 
pahanlaatuista kasvua hillitsevän vaikutuksen (P. Rinne, Turun yliopisto, henk. 
koht. tiedonanto). 
3.3.1 Kudosleikkeet 
Työssä käytettiin kryostaatilla leikattuja aivoleikkeitä sekä sydänkudoksesta lei-
kattuja parafiinileikkeitä. Kryostaatilla leikatut aivoleikkeet oli käsitelty ja leikattu 
kohdassa 3.1.1 kuvatulla tavalla. Parafiinileikkeissä kudos fiksataan ensin esi-
merkiksi PFA-lioksessa. Sen jälkeen kudos dehydroidaan eli siitä poistetaan 
vesi nousevan alkoholisarjan avulla. Dehydroiva aine poistetaan ksyleenillä ja 
se korvataan parafiiniliuottimella. Tämän jälkeen kudos infiltroidaan eli siihen 
imeytetään parafiini. Seuraavaksi leikkeet pedataan eli valetaan parafiiniblok-
keihin. Kudosnäytteet leikataan noin 5-10 µm paksuisiksi leikkeiksi mikrotomilla 
ja kiinnitetään objektilaseille. Näytteitä voidaan säilyttää rajattomasti huoneen 
lämmössä valolta suojattuna (Chemicon International 2004). Työssä käytettiin 
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poikittain ja pitkittäin leikattuja sydänleikkeitä, joista oli poistettu eteiset. Negatii-
visena kontrollina käytettiin munuaiskudoksen parafiinileikkeitä. 
3.3.2 Immunohistokemiallinen värjäys ABC-menetelmällä 
Ennen värjäyksen aloittamista parafiinileikkeistä poistettiin parafiini ja suoritettiin 
rehydraatio eli veden palauttaminen leikkeeseen. Tämä tehtiin ksyleenin ja las-
kevan alkoholisarjan avulla. Leikkeitä pidettiin ksyleenissä noin 10–15 minuut-
tia, jonka jälkeen ne upotettiin kahdesti viiden minuutin ajaksi 100 prosenttiseen 
etanoliliuokseen, viideksi minuutiksi 95 prosenttiseen etanoliliuokseen ja lopuksi 
75 prosenttiseen etanoliliuokseen. Alkoholisarjan jälkeen huuhdeltiin näytelase-
ja milli-Q-vedessä noin kahden minuutin ajan. Parafiinileikkeitä värjättäessä on 
suositeltavaa käsitellä näytteet PBS-liuokseen laimennetulla 0,02 prosenttisella 
vetyperoksidiliuoksella (H2O2) (Chemicon International 2004). Tämän työvai-
heen tarkoituksena on estää epäspesifisen värjäyksen muodostuminen. Näyt-
teet inkuboitiin 0,02 prosenttisessa H2O2-lioksessa 2-3 minuutin ajan. Tämän 
jälkeen näytelasit pestiin kolme kertaa viiden minuutin ajan PBS-lioksessa. Kun 
solut oli pesty ne inkuboitiin tunnin ajan viisiprosenttisessa vuohiseerumissa, 
joka oli tehty PBST-liokseen. Inkuboinnin jälkeen vuohiseerumia sisältävä liuos 
poistettiin ja pipetoitiin tilalle primaarivasta-aineliuosta. Primaarivasta-ainena 
käytettiin polyklonaalista kanissa tuotettua vasta-ainetta (Abcam, anti-MC4 re-
ceptor). Näytteet inkuboitiin primaarivasta-aineen kanssa yön yli neljän asteen 
lämpötilassa. Seuraavana päivänä näytteet pestiin PBST-lioksessa ja inkuboitiin 
sekundaarivasta-aineen kanssa kahden tunnin ajan huoneen lämmössä.  Tä-
män jälkeen näytteet pestiin PBST-lioksessa ja inkuboitiin ABC-kitin ohjeen mu-
kaan tehdyllä liuoksella 30 minuutin ajan. Suoritettiin jälleen pesu PBS-
lioksessa ja värjättiin 2-3 minuutin ajan DAB-lioksessa. Värjäyksen jälkeen näy-
telaseja huuhdeltiin 3-5 minuutin ajan milli-Q-vedessä ja värjättiin sitten 1-2 mi-
nuutin ajan hematoksyliiniliuoksessa. Näytteet huuhdeltiin milli-Q-vedessä ja 
kuivattiin ne nousevalla alkoholisarjalla ja ksyleenillä. Lopuksi pipetoitiin moun-
ting mediumia näytelasien päälle, asetettiin peitinlasit ja tarkasteltiin leikkeitä 
valomikroskoopilla. Taulukossa 4 on esitetty värjäyskerrat. Eri värjäyskerroilla 
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pyrittiin optimoimaan värjäyksen laatuun vaikuttavia tekijöitä. Optimointi tapahtui 
vaihtamalla vuohiseerumin, primaari- ja sekundaarivasta-aineiden sekä ABC-
kitin pitoisuuksia, inkubointiaikoja, värjäysaikoja ja parafiinin poistoon ksyleenillä 
vaadittavaa aikaa. Koska värjäyskerran 6 jälkeen ei ollut saatu positiivisia tulok-
sia sydänleikkeillä tehdyissä värjäyksissä, epäiltiin, että näytteet olivat ylifiksoi-
tuneet. Värjäyskerralla 7 tehtiin värjäys lisäksi sydänleikkeelle, joka ei melko 
varmasti ollut ylifiksoitunut. Senkään avulla ei saatu värjäytymää aikaan. Lo-
puksi päädyttiin tekemään näytteille värjäyskerralla 8 antigeenien paljastus en-
nen värjäystä.  
 
Taulukko 4. MC4-primaarivasta-aineella suoritetut värjäykset. 
Värjäys-
kerta 
Primaarivasta-
ainepitoisuus 1 
Primaarivasta-
ainepitoisuus 2 
Primaarivasta-
ainepitoisuus 2 
Sekundaarivas-
ta-ainepitoisuus 
Kudosleik-
keet 
1 1:1 000 -  1:500 Sydän 
2 1:100 1:50  1:500 Sydän 
3 1:50 -  1:500 Sydän 
4 1:50 -  1:500 Sydän 
5 1:100 1:250 1:500 1:300 Aivot 
6 1:50 - - 1:300 Sydän ja aivot 
7 1:50 - - 1:300 Sydän ja aivot 
8 1:50 - - 1:300 Sydän 
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4 TULOKSET 
4.1 Lisämunuaisen kuorikerroksen autofluoresenssi 
Kuvassa 4 nähdään lisämunuaisen kuorikerroksella esiintyvää autofluoresens-
sia. KMnO4-käsittelyn avulla suurin osa autofluoresenssista saatiin sammutet-
tua, mutta lopulta päädyttiin kokeilemaan fluoresenssivärjäyksen sijaan ABC-
menetelmää. 
 
Kuva 4. Lisämunuaisen kuorikerroksessa havaittava autofluoresenssi. 
4.2 HA-epitoopin havainnointi hiiren lisämunuaiskudoksessa 
fluoresenssivärjäyksellä  
Kuvassa 5A on nähtävissä lisämunuaisleikkeelle (hiirilinja UTU 177) tehty fluo-
resenssivärjäys ja kuvassa 5D negatiivisena kontrollina toimineelle maksaleik-
keelle tehty fluoresenssivärjäys. Molemmat kuvat oli otettu neljännellä värjäys-
kerralla, jolloin primaarivasta-aineena käytettiin Covancen HA.11, jonka pitoi-
suus oli 1:500. Mikäli ytimen solut olisivat ilmentäneet hiireen vietyä HA-
epitooppigeeniä, lisämunuaisen ydin olisi värjäytynyt täysin oranssiksi sekun-
daarivasta-aineena toimineen Alexa 568-fluoresenssivärin vaikutuksesta. Kuvaa 
5A verrattaessa kuvaan 5D huomataan, että niiden välillä ei ole juuri eroa. Ku-
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vien satunnaiset oranssit pisteet voidaan lukea epäspesifisiksi värjäytymiksi tai 
sekundaarivasta-aineen suuremmiksi aggregaateiksi, jotka eivät ole lähteneet 
pesussa. Siniseksi värjäytyneet kohdat ovat solujen tumia. Kaikissa aikaisem-
missa fluoresenssivärjäyksistä saadut tulokset olivat hyvin samankaltaisia. Vii-
dennellä värjäyskerralla kokeiltiin fluoresenssivärjäystä lisämunuaisen kudos-
leikkeisiin, joihin oli ennen värjäystä tehty antigeenien paljastus kuumentamalla 
kudosleikkeet sitruunahappopuskurissa. Primaarivasta-aineena käytettiin Co-
vancen HA.11, jonka pitoisuus oli 1:100. Kuvassa 5C on kuvattu lisämunuais-
kudosta (hiirilinja UTU 181), jolle oli tehty antigeenien paljastus. Kuvassa näh-
dään oranssia värjäytymistä kohdissa, joissa DAPI-liuoksen siniseksi värjäämiä 
tumia ei juuri ole. Tämä viittaa siihen, että tehty antigeenien paljastus kuumen-
tamalla kudosta on vaurioittanut sitä hieman ja saanut aikaan reikiä, joiden reu-
noihin sekundaarivasta-ainetta on kerääntynyt. Positiivista värjäytymää kuvassa 
ei näy. Kuvassa 5B nähdään Santa-Cruzin primaarivasta-aineella tehdyn fluo-
resenssivärjäyksen tulos lisämunuaisleikkeelle (hiirilinja UTU 177). Verrattaessa 
kuvaa muihin fluoresenssivärjäyksellä saatuihin kuviin, voidaan todeta, ettei 
eroa niiden välillä juuri ole. Kaikki saadut tulokset ovat hyvin samanlaisia, kuin 
negatiivisena kontrollina toimineet maksakudokset. Fluoresenssivärjäysten 
avulla ei saatu positiivisia tuloksia. 
34 
TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Maria Karoliina Hirvonen 
  
   
Kuva 5. Fluoresenssivärjäyksellä saadut tulokset. Fluoresenssivärjäys tehtiin 
hiiren lisämunuaisleikkeille käyttäen Covancen HA.11 (A) ja Santa Cruzin HA-
probe Y-11 (B) primaarivasta-aineita. Lisäksi värjäystä testattiin lisämunuais-
leikkeelle, jolle oli ennen värjäystä tehty antigeenien paljastus (C). Negatiivisena 
kontrollina käytettiin hiiren maksaleikkeitä (D). 
4.3 HA-epitoopin havainnointi hiiren lisämunuaiskudoksessa ABC-
värjäysmenetelmällä 
Mikäli HA-epitoopin havainnointi hiiren lisämunuaiskudoksessa olisi tuottanut 
positiivista värjäytymää, olisi leikkeiden ytimessä pitänyt nähdä koko ytimen 
kattava mikroskoopilla ja jopa silmin havaittava tumman sininen tai sinimusta 
sakan muodostama värjäytymä. Kuvat 6A, 6B ja & 6C on otettu työkerralla 6 
värjätyistä lisämunuaisleikkeistä. Molempien hiirilinjojen yksilöistä oli otettu näy-
te. Lisäksi hiirilinjasta UTU 181 on esimerkkileike, jolle on tehty antigeenien pal-
jastus. Primaarivasta-aineena oli käytetty Covancen HA.11. Kuvissa nähdään 
suuremman solutiheyden rajaama alue, joka on lisämunuaisen kuorikerrosta. 
Lisämunuaisen ydin voidaan erottaa kuvasta alueena, jossa solutiheys on sel-
A B 
C D 
35 
TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Maria Karoliina Hirvonen 
västi pienempi.  Yhdessäkään leikkeessä ei ole havaittavissa värjäytymää yti-
messä. Mikroskopoinnin aikana taustaa ei vaalennettu ja siitä johtuu kuvien 
tummempi väri. Taustaa vaalentamalla mahdollinen värjäytymä nähdään yleen-
sä selvemmin. Kuvat 6D-H on otettu värjäyskerralla 10. Kaikille leikkeille on teh-
ty antigeenien paljastus ennen värjäystä. Kuvat on otettu hiirilinjan UTU 171, 
hiirilinjan UTU 181, hiirilinjan UTU 181 villityypin ja hiirilinja UTU 181 FVB-
kannan yksilöiden värjätyistä lisämunuaisleikkeistä. Kuvat ovat keskenään hyvin 
samannäköisiä. Kuvassa 6I on kuvattu negatiivisena kontrollina käytettyä mu-
nuaisleikettä. Kuvia 6A-H verrattaessa negatiiviseen kontrolliin voidaan todeta, 
että HA-epitooppia ei havaita yhdessäkään näytteessä. 
       
       
     
Kuva 6. ABC-värjäysmenetelmällä saadut tulokset. Ylärivillä hiirilinjan UTU 177 
(A) ja UTU 181 (B) yksilöiden lisämunuaisleikkeet sekä hiirilinjan UTU 177 leike 
(C), jolle oli ennen värjäystä tehty antigeenien paljastus. Primaarivasta-aineena 
käytettiin Covancen HA.11. Muissa näytteissä on käytetty Santa Cruzin HA-
probe Y-11 primaarivasta-ainetta.  Näytteet ovat hiirilinjan UTU 177 (D), hiirilin-
jan UTU 181 (E), hiirilinjan UTU 181 villityypin (F) ja hiirilinja UTU 181 FVB-
kannan (G) yksilöiden värjätyistä lisämunuaisleikkeistä, joille kaikille on tehty 
antigeenin paljastus ennen värjäystä. Lisäksi hiirilinjan UTU177 lisämunuais-
leike (H). Negatiivisena kontrollina käytettiin hiiren maksaleikkeitä (I). 
A B C 
D E F 
G H I 
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4.4 HA-epitoopin havainnointi hiiren aivokudoksessa fluoresenssivärjäyksellä 
HA-epitoopin ja sitä kautta α2A-adrenoseptoreiden tulisi ilmetä myös hiiren ai-
voissa. Lisämunuaisleikkeillä oli tarkoitus löytää sopiva värjäysmenetelmä ja 
vasta sopivan protokollan löydyttyä oli tarkoitus siirtyä värjäämään aivoleikkeitä. 
Koska lisämunuaisten lukuisat värjäykset eivät olleet onnistuneet, päätettiin 
fluoresenssivärjäystä varmuuden vuoksi testata aivoleikkeillä. Kuvassa 7A on 
käytetty Covancen ja kuvassa 7B Santa Cruzin HA-primaarivasta-ainetta. Mo-
lemmissa kuvissa on havaittavat oranssit pisteet voidaan lukea epäspesifisiksi 
värjäytymiksi.  
   
Kuva 7. Aivojen fluoresenssivärjäys. Värjäyksessä käytettiin sekä Covancen (A) 
että Santa Cruzin (B) primaarivasta-aineita. Molemmissa kuvissa on havaitta-
vissa epäspesifisiä värjäytymiä. 
4.5 HA-primaarivasta-aineiden testaus immunosytokemiallisella värjäyksellä 
Koska fluoresenssivärjäyksellä ja ABC-menetelmällä tehdyt värjäykset molem-
pien HA-primaarivasta-aineiden kohdalla pysyivät negatiivisina, päätettiin vasta-
aineet testata toimivaksi osoitetulla värjäysmenetelmällä. Kuvassa 8A on kuvat-
tu positiivisena kontrollina toimivia soluja, joissa primaarivasta-aineena oli käy-
tetty Covancen monoklonaalista hiiressä tuotettua HA.11 Clone 16B12 vasta-
ainetta. Värjäys on onnistunut hyvin ja kertoo siitä, että primaarivasta-aine on 
sitoutunut solussa ilmenevään HA-epitooppiin ja vastaavasti fluoresoivan lei-
man sisältävä Alexa 546- sekundaarivasta-aine on sitoutunut HA-primaarivasta-
A B 
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aineeseen. Voidaankin luotettavasti todeta, että HA-epitooppileima ja näin myös 
haluttu geeni on saatu onnistuneesti siirrettyä kyseisiin rotan aortan soluihin. 
Kuvassa 8B nähdään soluja, joiden värjäyksessä ei käytetty primaarivasta-
ainetta, vaan ainoastaan Alexa 546-sekundaarivasta-ainetta. Kyseiset solut 
toimivat siis negatiivisena kontrollina. Verrattaessa kuvaa 8A kuvaan 8B näh-
dään selvä ero niiden välillä, joka omalta osaltaan todistaa HA-epitoopin ilme-
nemisen solussa. Koska tiedetään, että solut ilmentävät HA-epitooppia, pitäisi 
myös Covancen ja Santa Cruzin HA-primaarivasta-aineiden sitoutua kyseiseen 
epitooppiin ja saada aikaan samankaltainen värjäytymä. Kuvassa 8C on käytet-
ty Covancen ja kuvassa 8D Santa Cruzin primaarivasta-ainetta. Molemmat ku-
vat ovat hyvin samanlaisia kuin kuvan 8E negatiivinen kontrolli. Selvää värjäy-
tymistä kuvissa ei ole havaittavissa. Heikosti punertavat kohdat voidaan lukea 
lähinnä epäspesifisiksi värjäytymiksi tai sekundaarivasta-ainejäämiksi, jotka ei-
vät ole lähteneet pesun aikana.  
   
     
Kuva 8. HA-primaarivasta-aineiden testaus toimivaksi todetulla immunosytoke-
miallisella fluoresenssivärjäyksellä. Positiivisena kontrollina (A) käytettiin soluja, 
joissa primaarivasta-aineena oli käytetty monoklonaalista hiirestä peräisin ole-
vaa Covancen 16B12-vasta-ainetta. Sekä Covancen (C) että Santa Cruzin (D) 
HA-primaarivasta-aineiden soveltuvuus immunovärjäyksiin testattiin samaa vär-
jäysprotokollaa noudattaen. Negatiivisena kontrollina 16B12- primaarivasta-
aineelle toimi vain Alexa 546 goat anti-mouse sekundaarivasta-aineen kanssa 
värjätyt solut (B). Negatiivisena kontrollina testatuille vasta-aineille toimi vain 
Alexa 568 goat anti-rabbit sekundaarivasta-aineella värjätyt solut (E). 
A 
C D E 
B 
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4.6 Melanokortiini-4 reseptorin havainnointi hiiren sydän- ja aivoleikkeistä 
MC4-reseptorigeeni oli aiemmin havaittu sydänkudoksessa RT-PCR:lla tehdys-
sä analyysissä. Niiden ilmenemistä proteiinitasolla ja tarkkaa sijaintia sydämes-
sä ei voitu kuitenkaan todistaa. ABC-menetelmällä tehdyissä värjäyksissä pyrit-
tiin selvittämään, ilmeneekö MC4-reseptori proteiinitasolla ja jos ilmenee, niin 
missä kohtaa sydäntä. Positiivisena kontrollina oli tarkoitus käyttää aivoleikkei-
tä, mutta kudokset olivat usein niin vaurioituneet, ettei luotettavaa värjäytymää 
pystytty havaitsemaan. Suurin osa värjäyksistä tehtiin näytteillä, joiden epäiltiin 
olevan ylifiksoituneita. Kuvassa 9A on esimerkkileike kyseisestä näytteestä. 
Kuten kuvasta nähdään, ei minkäänlaisia värjäytymiä ole havaittavissa. Näytteil-
le tehtiin antigeenien paljastus kiehauttamalla niitä sitruunahappopuskurissa, 
mutta senkään avulla ei saatu aikaan minkäänlaista värjäytymää.  Viimeisellä 
värjäyskerralla kokeiltiin sydänleikkeitä, jotka melko suurella varmuudella eivät 
olleet ylifiksoituneet. Kuvassa 9B on nähtävissä kyseinen leike. Verrattaessa 
sitä kuvassa 9C olevaan negatiivisena kontrollina toimineeseen sydänkudok-
seen ei huomattavia eroja havaita. Yleisesti voidaan todeta, ettei värjäytymää 
saatu aikaan yhdessäkään näytteessä. 
     
Kuva 9. MC4-reseptorin havainnointi hiiren sydänkudoksesta ABC-
menetelmällä. Sydänleikkeet olivat poikittain leikatuista sydämistä, joista oli 
poistettu eteiset. Ensin käytettyjen leikkeiden (A) epäiltiin olleen liian kauan 
paraformaldehydiliuoksessa ja siksi testattiin myös leikkeitä, jotka melko 
suurella varmuudella eivät olleet ylifiksoituneita (B). Negatiivisena kontrollina 
(C) oli sydänleike, jota ei ollut inkuboitu primaarivasta-aineella. 
A B C 
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5 TULOSTEN TARKASTELU 
Molemmissa töissä haluttiin selvittää, että PCR-analyyseilla havaitut geenit to-
della ilmenevät myös proteiinitasolla. Kummassakaan työssä ei saatu aikaan 
luotettavaa värjäytymistä. Lukuisat seikat vaikuttavat immunohistokemiallisten 
värjäysten onnistumiseen ja luovat siten oman haasteensa. Jotta värjäykset 
onnistuisivat, tulee huomioida perustekijät. Niihin lukeutuvat liuosten pH ja ioni-
konsentraatio, käytetyt lämpötilat erityisesti inkuboinnin aikana, vasta-aineiden 
laimennussuhteet sekä lukuisat muut seikat.  
Töitä tehdessä puskurina käytettiin PBS-liuosta, jonka mitattu pH oli 7,0 ja 7,4 
välillä. Inkubaatioajoissa noudatettiin artikkeleissa käytettyjä aikoja ja laimen-
nussuhteissa noudatettiin valmistajan suosituksia. Lisäksi tarkistettiin kromo-
geeni-substraatti-liuoksen toimivuus sekoittamalla valmista ABC-reagenssia 
valmiiseen DAB-liuokseen. ABC-reagenssin ja DAB-liuoksen reagoidessa muo-
dostui selkeä sakka.  
Molemmissa värjäyksissä oli olemassa mahdollisuus siihen, että näytteet olivat 
olleet liian kauan PFA-liuoksessa ja näin ollen ylifiksoituneet. Tässä tapaukses-
sa primaarivasta-aine ei ole päässyt sitoutumaan antigeeniinsä ja siksi värjäystä 
ei ole syntynyt. Ylifiksoituneet näytteet kuumennettiin sitruunahappopuskurissa 
lähes kiehuvaksi, jolloin antigeenit ikään kuin paljastuvat (antigen retrieval met-
hod). Vaikka kyseinen käsittely tehtiin, ei se kummassakaan värjäyksessä tuot-
tanut parempaa tulosta.  
Toinen mahdollinen syy heikkoihin tuloksiin oli käytetyt primaarivasta-aineet. 
Kaikki vasta-aineet eivät sovellu immunokemiallisiin värjäyksiin. Valmistajat il-
moittavat tuoteselosteissa, mihin sovelluksiin vasta-ainetta on testattu. Tätä 
kautta tutkijat voivat päätellä, soveltuuko kyseinen vasta-aine juuri omaan tut-
kimukseen. Kummankaan HA-vasta-aineen tuoteselosteessa ei ollut merkintää 
siitä, että niitä olisi testattu immunohistokemiallisiin värjäyksiin. Santa Cruzin 
selosteessa oli tosin maininta soveltuvuudesta immunofluoresenssiin. On hyvin 
todennäköistä, etteivät käytetyt vasta-aineet sopineet tehtyihin immunohistoke-
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miallisiin värjäyksiin. Tätä teoriaa tukee myös HA-vasta-aineille tehty immuno-
sytokemiallinen värjäys, jossa kummallakaan testatulla vasta-aineella ei havait-
tu luotettavaa värjäytymistä soluissa. Tulee kuitenkin huomioida, että soluilla 
tehdyt värjäykset eivät ole suoraan verrannollisia kudosnäytteille tehtyihin värjä-
yksiin. 
Käytettyä MC4-vasta-ainetta oli valmistajan tuoteselosteen mukaan testattu 
immunohistokemiallisiin värjäyksiin parafiinileikkeillä. Sopivaksi tilavuudeksi 
valmistaja suositteli 1 µg/ml. Värjäyksiä kokeiltiin myös huomattavasti vahvem-
milla pitoisuuksilla, mutta silti värjäytymää ei syntynyt. Tässä vaiheessa on hyvä 
huomioida, että käytetyissä sydänleikkeistä oli poistettu eteiset. RT-PCR-
analyysilla ei voitu tarkasti todistaa missä soluissa MC4-reseptori on. Siksi on 
mahdollista, että se ilmenee juuri eteisen soluissa.  
Kaikissa töissä käytettiin polyklonaalisia vasta-aineita. Covancen HA-vasta-
aineeseen oli päädytty artikkelin ”Immunohistochemical detection of transgene 
expression in the brain by using small epitope tags” perusteella. Artikkelissa 
saman valmistajan monoklonaalisella hiiressä tuotetulla HA-vasta-aineella oli 
saatu hyviä tuloksia. Santa Cruzin HA-vasta-aineeeseen päädyttiin yleisen ver-
tailun perusteella. Käytetty MC4-vasta-aine taas oli valikoitunut aiempien kokei-
den tutkimusten perusteella.      On mahdollista, että monoklonaalisten vasta-
aineiden käyttö molemmissa värjäyksissä parantaisi värjäysten herkkyyttä. Po-
lyklonaaliset vasta-aineet ovat usein kestävämpiä muutoksille ja tunnistavat 
useita antigeenin eri epitooppeja, mutta saattavat myös aiheuttaa epäspesifisiä 
värjäytymiä, sillä usein vasta-aine voi reagoida yhden tai useamman antigeenin 
kanssa (cross-reactivity). Monoklonaaliset vasta-aineet ovat usein huomatta-
vasti herkempiä kuin polyklonaaliset, sillä ne sitoutuvat vain tiettyyn antigeenin 
epitooppiin ja aiheuttavat näin myös vähemmän epäspesifistä värjäytymistä. 
Lisäksi niillä on usein parempi affiniteetti (Boenisch 2009: Chemicon Interna-
tional 2004). Suurin osa markkinoilla olevista monoklonaalisista vasta-aineista 
on tuotettu hiiressä. Kanissa tuotetaan vain jonkin verran, tosin nekin ovat yleis-
tymässä koko ajan (Boenisch 2009). Sopivaa HA-vasta-ainetta etsiessä löytyi 
vain yksi monoklonaalinen kanissa tuotettu HA-vasta-aine. Sitä ei kuitenkaan 
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ollut testattu immunohistokemiallisiin värjäyksiin ja lisäksi sen hinta, kuten mui-
denkin monoklonaalisten vasta-aineiden oli huomattavasti korkeampi. 
Mainittakoon myös, että vastaavanlaista tutkimusta, jonka aiheena olisi ollut 
siirtogeenin ilmenemisen havainnointiin hiiren aivoissa juuri HA-epitooppileiman 
avulla, ei ole tullut vastaan. Siten värjäysprotokollat ja käytetyt primaarivasta-
aineet valittiin artikkeleista, joissa oli käytetty samankaltaisia menetelmiä ja 
näytteitä. Värjäyksissä ei voitu käyttää positiivista kontrollia, koska vastaavaa 
HA-epitooppia ilmentävää kudosta ei ollut saatavilla. Positiivisen kontrollin puu-
te värjäyksissä lisäsi työn haasteellisuutta.  
Molemmat työt ovat yhä työn alla Turun yliopistossa. HA-värjäyksen pystytys 
seisoo toistaiseksi, mutta suunnitteilla on parempien mahdollisesti monoklonaa-
listen vasta-aineiden etsintä tai vaihtoehtoisesti siirtyminen sitoutumiskokeisiin, 
joissa katsotaan saadaanko lisämunuais- ja aivohomogenaatista lisääntynyttä 
α2A-signaalia radioaktiivisesti leimatulla ligandilla.  Värjäysmenetelmän pystytys 
MC4-reseptoreiden etsimiseksi sydänleikkeistä jatkuu kesän 2013 aikana.  
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